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 I 
Resumo 
 
A saída de mitose e a citocinese são processos essenciais que têm que ser finamente 
regulados, de modo a garantir a viabilidade celular e a estabilidade do genoma. Em 
Sacharomyces cerevisiae , a saída de mitose é levada a cabo através de uma via de sinalização 
denominada MEN (do inglês mitotic exit network). Uma das proteínas que participa nesta via 
e é essencial para a saída de mitose é a MOB1. Por outro lado, o ortólogo de MOB1 em 
levedura de fissão é necessário para a iniciação da septação mas não para a saída de mitose. 
O objectivo inicial deste trabalho foi tentar compreender melhor os mecanismos de 
divisão celular em eucariotas superiores, e especificamente investigar uma possível 
conservação nos mecanismos que conduzem à saída de mitose e à citocinese em Drosophila 
melanogaster. Para tal, e uma vez que as proteínas do tipo Mob1 estão conservadas ao longo 
da evolução, dedicámo-nos ao estudo destas proteínas em Drosophila, em particular às 
proteínas DMob1 e Dmob2. 
A caracterização fenotípica das linhas de moscas mutantes para Dmob1 e Dmob2 sugere 
que as proteínas do tipo MOB de Drosophila podem não estar envolvidas na saída de mitose 
ou na citocinese. 
O mutante nulo para Dmob1 é semi-letal na fase embrionária e os poucos adultos 
sobreviventes apresentam esterilidade masculina. Os embriões Dmob1 apresentam defeitos na 
nucleação de microtúbulos nos centrossomas e a espermatogénese é anormal. 
O mutante nulo para Dmob2 é letal na transição de larva para pupa e os cérebros 
mutantes têm um baixo índice mitótico, com bloqueio na metafase. As raras anafases 
observadas apresentam defeitos na segregação dos cromossomas. No entanto, estes mutantes 
têm poucas células em mitose, indicando que o seu principal problema será um bloqueio antes 
da fase M. 
O potencial papel das proteínas Dmob e as suas possíveis funções redundantes serão 
discutidos. 
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Abstract 
 
Mitotic exit and cytokinesis are essential processes that need to be tightly regulated in 
order to ensure cell viability and genomic stability. In Sacharomyces cerevisiae, mitotic exit 
is achieved through a signaling pathway called MEN (mitotic exit network). One of the 
proteins that participates in MEN and is essential for mitotic exit is MOB1.On the other hand, 
the fission yeast MOB1 orthologue, is required for the initiation of septation but not for 
mitotic exit. 
The starting point of this work was try to better understand the cell division mechanisms 
in higher eukaryotes, and specifically try to address whether there is a conservation of the 
mechanisms leading to mitotic exit and cytokinesis in Drosophila melanogaster. In order to 
address this issue, and because Mob proteins are evolutionarily conserved, we decided to 
study the Mob-1 like family of proteins in Drosophila, specially focusing on the role of 
DMob1 and Dmob2.  
Phenotypic characterisation of the Dmob mutant fly lines generated, suggests that the 
Drosophila MOB proteins may not be involved in mitotic exit or cytokinesis. 
Dmob1 null mutants are semi-lethal at the embryo stage and the few escapers show 
male sterility. Dmob1 embryos show defects in microtubule nucleation at the centrosomes 
and spermatogenesis is abnormal (few mitotic divisions).  
Dmob2 null mutants are lethal at larval to pupal transition and mutant brains have a low 
mitotic index, with a block in metaphase. The few anaphases observed are defective in 
chromosome segregation. However, these mutants have very few cells in mitosis, suggesting 
that the main problem is an arrest before M phase. 
 The potential roles of the Dmob proteins and the possibility of their redundant function 
is discussed. 
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Lista de Abreviaturas 
 
APC   Complexo promotor da anafase (Anaphase Promoting Complex) 
Cdk   Cinase dependente de ciclina (Cyclin Dependent Kinase) 
Drosophila  Drosophila melanogaster 
dNTP   desoxiribonucleótidos tri-fosfato 
DO   Densidade óptica 
E. coli   Escherichia coli 
EDTA  Ácido etilenodiaminotetracético 
LB   Meio líquido para crescimento de culturas bacterianas (Luria-Bertani) 
MEN   Via de saída de mitose (Mitotic exit network) 
MOB   Mps1 One Binder 
ON   Durante a noite 
PBS   Solução de tampão fosfato salino (Phosphate Buffered Saline) 
PBT   Solução de PBS com 0,1% Tween 20 
PCR   Reacção da polimerase em cadeia (Polimerase Chain Reaction) 
rpm   Rotações por minuto 
S. cerevisiae  Saccharomyces cerevisiae 
SFB   Soro Fetal Bovino 
S. pombe  Schizzosaccharomyces pombe 
TA   Temperatura ambiente 
Tris   Tampão tris(hidroximetil)aminometano 
w- branco, relativo a marca genética recessiva no cromossoma X (white) 
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1. Introdução 
 
1.1 O ciclo celular 
A divisão celular é um processo conservativo, em que, a partir de uma única célula se 
originam duas células-filhas com a mesma composição genética (mesmo número e tipo de 
cromossomas). Este facto permite que a composição e teor de DNA característico de cada 
espécie se mantenha inalterado de geração em geração. 
Erros na divisão celular resultam, geralmente, em malformações graves ou morte do 
individuo, caso ocorram durante o desenvolvimento embrionário, ou no desenvolvimento de 
massas tumorais ou cancro, em organismos adultos. 
 
1.1.1 Fases do ciclo celular 
O ciclo celular encontra-se dividido em Interfase e Fase Mitótica. 
A Interfase corresponde ao período que vai desde o fim de uma mitose e o início da 
mitose seguinte e pode ser subdividida em três partes; G1, S e G2.A fase G1 (Gap1) ocorre 
imediatamente após a mitose e antecede a síntese de DNA, que corresponde à fase S (Síntese). 
A fase G2 (Gap2) conduz directamente à Fase Mitótica. A Fase Mitótica, por sua vez, divide-
se em Mitose e Citocinese. 
A Mitose, apesar de ser um processo contínuo, encontra-se convencionalmente 
dividida em quatro etapas de acordo com o grau de condensação e movimento dos 
cromossomas: Profase, Metafase, Anafase e Telofase (Fig.1.1). 
Durante a Profase, a etapa mais longa de todo o processo mitótico, a cromatina 
condensa-se gradualmente em cromossomas bem definido, ocorre a desintegração do 
envelope nuclear e os centrossomas movem-se para pólos opostos da célula, iniciando a 
montagem do fuso mitótico. As fibras do fuso são feixes de microtúbulos que se ligam a 
complexos proteicos especializados – cinetocoros – montados nos centrómeros durante a 
profase. Através da interacção entre os microtúbulos e os cinetocoros vai ocorrer o 
alinhamento dos cromossomas no centro do fuso, formando a placa equatorial e atingindo-se 
assim a Metafase. 
A separação simultânea de todos os cromatídeos e o seu deslocamento em direcção a 
pólos opostos dá-se na Anafase. No final da Anafase dois conjuntos iguais de cromossomas 
encontram-se em cada pólo. 
A mitose termina com a Telofase, durante a qual ocorre a descondensação dos 
cromossomas, reorganização do envelope nuclear e desaparecimento do fuso mitótico.  
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A citocinese acontece no final da Telofase e corresponde à divisão do citoplasma, 
levando à individualização das células-filhas. 
 
A         B 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1 – A)Representação esquemática das quatro fases do ciclo celular (G1, S, G2 e M); B) Representação esquemática 
detalhada das etapas da fase M. 
 
1.2 A transição metafase/anafase 
O evento mais crítico da mitose é a transição de metafase para anafase, quando a 
célula leva a cabo uma separação física dos cromatídeos-irmãos. Erros na separação de 
cromatídeos podem conduzir a uma segregação desigual do material genético, e a aneuploidia 
resultante encontra-se muitas vezes correlacionada com o desenvolvimento de cancro (Cahill 
et al., 1998; Grabsch et al., 2003). Para que a fiabilidade da segregação cromossómica seja 
assegurada, o ponto de controlo do fuso (do inglês checkpoint) atrasa a entrada em anafase até 
que todos os cromossomas se encontrem alinhados em metafase, com os cromatídeos irmãos 
estavelmente ligados a microtúbulos provenientes de pólos opostos do fuso mitótico. 
Rastreios em S.cerevisiae para mutantes sensíveis a drogas despolimerizadoras de 
microtúbulos identificaram as proteínas Mps1, Mad1-3, e Bub1-3 como estando envolvidas 
no ponto de controlo do fuso. (Li and Murray, 1991; Hoyt et al., 1991; Weiss and Winey, 
1996). A teoria aceite é a de que existe um sinal gerado pela presença de cinetocoros livres ou 
sem tensão exercida pelos microtúbulos, que vai activar as proteínas do ponto de controlo e 
impedir a progressão para anafase. Após a ligação estável de todos os cinetocoros irmãos a 
pólos opostos do fuso, o ponto de controlo é suprimido e a célula poderá então progredir para 
anafase. 
 A destruição de proteínas envolvidas no controlo do ciclo celular assegura tanto a 
rapidez, como a irreversibilidade da transição, sendo este processo regulado pelo complexo 
promotor da anafase (ou APC, do inglês Anaphase Promoting Complex). 
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Um evento molecular que define a transição metafase/anafase foi descoberto em 
S.cerevisiae, tendo-se observado a degradação de uma molécula inibidora de anafase, Pds1 ou 
Securina, degradação essa mediada pelo APC, com a subsequente separação dos cromatídeos-
irmãos (Cohen-Fix et al., 1996). A Securina encontra-se complexada com a Separase Esp1 
(Ciosk et al., 1998). Após a degradação da Securina por proteólise mediada por ubiquitina e 
catalisada pelo APC (Yamamoto et al., 1996), a Separase é libertada e por sua vez degrada a 
Coesina Scc1p (Uhlmann et al., 1999). Esta última é a proteína que mantém os cromatídeos 
irmãos unidos desde a replicação do DNA (em fase S) até à transição metafase-anafase 
(Michaelis et al., 1997). Consequentemente, a clivagem da proteína Scc1 permite a separação 
dos cromatídeos irmãos para pólos opostos da célula. 
 
1.3 A saída de mitose 
O mecanismo através do qual uma célula entra em mitose está bem caracterizado, 
sendo conhecidas grande parte das proteínas que controlam este processo. No entanto, pouco 
se sabe acerca do mecanismo que leva as células a saírem de mitose e voltarem à interfase.  
Para sair de mitose, a célula necessita de inactivar os complexos formados entre as 
ciclinas mitóticas e a cinase dependente de ciclina 1 (Cdk1), que foram importantes para a 
entrada em mitose. Esta inactivação vai conduzir à progressão do ciclo celular para G1. 
Em S. cerevisiae foi descrita uma via de sinalização designada MEN (do inglês Mitotic 
Exit Network), (Fig.1.2) que leva à inactivação da Cdk1 (Bardin and Amon, 2000). Todos os 
mutantes termosensíveis nas proteínas pertencentes a esta via exibem um fenótipo de falha de 
saída de mitose, com os cromatídios-irmãos separados, os fusos alongados e níveis elevados 
de uma das ciclinas mitóticas, a ciclina B. (Schweitzer,1991; Parkes,1992 ; Kitada, 1993 ; 
Shirayama,1994; Shirayama,1994; Toyn,1994 ; Taylor,1997; Luca,1998). 
No topo da via MEN está a GTPase da família Ras, Tem1p, que está activa quando ligada 
a GTP e inactiva quando ligada a GDP. A actividade de Tem1p é regulada negativamente pela 
GAP (composta por Bub2p e Bfa1p) e regulada positivamente pela GEF, Lte1p. Abaixo de 
Tem1p está a cinase do tipo serina-treonina Cdc15p. Tem1p liga-se a Cdc15p e recruta-a para 
o corpo polar do fuso. A Cdc15p, uma vez activada recruta e fosforila o complexo 
Dbf2p/Mob1p. A fosforilação de Dbf2 por Cdc15p está dependente da ligação de Mob1p a 
Dbf2. Esta fosforilação activa o complexo Dbf2-Mob1p e permite a sua localização na zona 
de constrição onde se pensa que poderá desempenhar um papel na citocinese.  
O “alvo” final da via MEN é a fosfatase Cdc14. Embora não seja conhecido o modo como 
Dbf2 interactua com Cdc14, nem mesmo se esta interacção existe, a sinalização via MEN 
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resulta na libertação de Cdc14 do nucléolo. Esta libertação possibilita que a fosfatase 
desfosforile vários substractos, entre os quais Cdh1. A desfosforilação de Cdh1 promove a 
sua associação com o APC, e activa a destruição das ciclinas mitóticas através de 
ubiquitinação. Adicionalmente, Cdc14p desfosforila Bfa1, reactivando o complexo 
Bub2p/Bfa1p GAP, convertendo Tem1p no seu estado inactivo, e desligando assim a via 
MEN através de um mecanismo de “feedback loop”.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2 – A via MEN (Mitotic Exit Network).  (Florindo C, 2004) 
 
1.4 Homologia da via MEN 
Tal como referido anteriormente, estudos em S. cerevisiae levaram à descrição da via 
MEN, que actua nos eventos finais da mitose. Em S.pombe foi descrita uma via com 
componentes homólogos a MEN, a via SIN (do inglês Septation Initiation Network), e o facto 
de estas duas leveduras se encontrarem evolutivamente tão distantes uma da outra como de 
eucariotas superiores permite especular que uma via regulatória de saída de mitose também 
poderá existir em eucariotas superiores. 
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Alguns dos componentes das vias MEN e SIN têm homólogos de sequência em eucariotas 
superiores (Tabela S1). No entanto, existem componentes cujos homólogos não foram 
descritos. 
1.5 Os genes Mob 
1.5.1 O gene mob1 de S. cerevisiae 
A proteína Mob1 de S. cerevisiae foi inicialmente descrita em 1998 (Luca, 1998), por ter 
sido isolada num rastreio de híbrido-duplo para proteínas que se ligam à cinase Mps1 (MPS1 
One Binder).  
O gene MOB1 é um gene essencial e necessário para a conclusão da mitose. Alelos 
condicionais de MOB1 causam um bloqueio no final da mitose, ficando as células bloqueadas 
com os fusos em anafase e elevados níveis de ciclina B, sendo incapazes de sair de mitose. 
Mob1 associa-se às cinases Dbf2/20, e a activação do complexo Mob1-Dbf2 é essencial 
para a saída de mitose através da via de sinalização MEN (Komarnitsky, 1998). Tanto Mob1 
como a cinase Dbf2 se localizam nos corpos polares do fuso e são recrutadas para o anel de 
constrição no final da mitose (Frenz, 2000). 
 
1.5.2 O gene mob1 de S.pombe 
O gene MOB1 de levedura de fissão é essencial e associa-se fisicamente à cinase 
Sid2p (homólogo de Dbf2 de S.cerevisiae), (Salimova, 2000) sendo este complexo essencial 
para a septação através da via SIN (Hou, 2004). Os alelos termo-sensíveis de Mob1p 
apresentam defeitos na formação do septo, com células multinucleadas, no entanto as células 
conseguem sair de mitose, sendo mob1 apenas necessário para a citocinese. De modo similar 
a Mob1 de S. cerevisiae, também a Mob1 de S. pombe se localiza nos corpos polares do fuso 
durante a mitose, e se relocaliza no sítio de divisão no final da mitose (Salimova, 2000). 
 
1.5.3 O gene mob2 
Tanto em S.cerevisiae como em S.pombe existe um segundo gene da família mob1, 
designado mob2. 
Em S.cerevisiae, este gene não é essencial, ao contrário de MOB!, uma vez que as 
leveduras mutantes são viáveis, apresentando apenas uma morfologia mais redonda que as 
leveduras normais. Tal facto sugere que mob2 está implicado no crescimento polarizado. Os 
mutantes mob2 formam ainda agregados celulares após a citocinese, uma vez que as 
leveduras não são capazes de finalizarem a separação física entre as duas células-filhas. (Luca 
et al, 1998; Weiss et al,2002) 
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O gene mob2 da levedura de fissão, ao contrário do que acontece em S.cerevisiae, é um 
gene essencial. Os mutantes neste gene têm uma forma esférica e apresentam o citoesqueleto 
de actina e microtúbulos despolimerizado.  
Em ambas as leveduras, a proteína mob2 interage com cinases do tipo Dbf2 (Cbk1 em 
S.cerevisiae e Orb6 em S.pombe).  (Racki, 2000, Hou, 2003) 
 
1.5.4 Homólogos de mob1 em eucariotas superiores 
Os homólogos de Mob1 existem em vários organismos eucariotas superiores, tais 
como Neurospora Crassa, Arabidopsis thaliana, Drosophila melanogaster e humanos. Em 
Drosophila, os ortólogos de mob1 são 4: mob1, mob2, mob3 e mob4. 
O facto de encontrarmos mais do que dois genes tipo mob1 em eucariotas superiores 
pode reflectir uma especialização de funções na evolução.  
Em humanos existem sete genes tipo mob1. O gene hMob1 encontra-se publicado, tendo sido 
denominado de phocein. Esta proteína localiza-se no Complexo de Golgi, e pensa-se que 
poderá estar envolvida na dinâmica da membrana celular. (Moreno et al., 2001; Baillat et al., 
2001; Baillat et al., 2002).  
Existem 2 genes mob4 em humanos (hMob4A e hMob4B). hMob4A encontra-se descrito 
como um gene supressor de tumores (Lai et al, 2005), enquanto que hMob4B apresenta 
defeitos em citocinese quando inibido por RNAi (Florindo,2003).  
Apesar de existirem inúmeros membros da superfamília Mob, a função da grande maioria 
destes continua por esclarecer. 
 
1.6  Drosophila melanogaster no estudo do ciclo celular 
A mosca da fruta Drosophila melanogaster tem sido um modelo importante em 
estudos genéticos há mais de 90 anos. Inúmeras mutações mitóticas encontram-se 
caracterizadas em Drosophila, tendo inclusivamente algumas sido descritas pela primeira vez 
neste organismo (como Polo e AuroraB) (Heck & Theurkauf, 1999). O estudo do ciclo celular 
neste organismo apresenta várias vantagens na medida em que a sua genética está muito bem 
caracterizada. É um organismo fácil de manter em cultura e apresenta um ciclo de vida 
relativamente rápido (15 dias) (Figura 1.3), no entanto é um organismo complexo e 
multicelular. Para além destas características, o facto do seu genoma ter sido completamente 
sequenciado, aliado ao facto de possuir um sistema de RNAi em células em cultura altamente 
eficiente, possibilitou que este organismo se tornasse num modelo na análise da função de 
genes conservados, existindo uma série de ferramentas genéticas prontas a ser utilizadas, 
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como os cromossomas balanceadores, o sistema Gal4 e os elementos P. (Roberts & Standon, 
1998).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3: Ciclo de vida de Drosophila melanogaster 
 
 
 
Objectivo 
Aproveitando o facto do organismo Drosophila melanogaster ser um modelo 
geneticamente manipulável e permitir o estudo do efeito da perda de função de genes, o 
objectivo deste trabalho, de modo a melhorar a compreensão dos mecanismos de divisão 
celular em organismos eucariotas superiores, foi o de investigar uma possível conservação de 
uma cascata de sinalização semelhante a MEN. O estudo incidiu na exploração da função das 
proteínas tipo Mob (mob1, mob2 e mob3) em Drosophila. 
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2. Material e Métodos 
 
2.1 Técnicas de Biologia Molecular 
2.1.1 Isolamento de DNA genómico de moscas adultas  
Foram recolhidos 30 indivíduos adultos para um microtubo e deixou-se em gelo 10 min. 
Adicionou-se de seguida 200ul tampão de homogeneização e procedeu-se ao esmagamento da 
amostra com o auxílio de um homogeneizador, mantendo sempre o material em gelo. Após 
um bom esmagamento, adicionaram-se mais 200ul de tampão de homogeneização. Incubou-
se a amostra durante 30 min a 65ºC, após os quais se adicionou 800ul de solução de 
LiCl(6M)/Kac(5M) (2,5:1) e deixou-se 10 min em gelo. Centrifugou-se a 13000rpm RT 
durante 15 min. Transferiu-se 1 ml do sobrenadante para um microtubo limpo, adicionou-se 
600ul de isopropanol, invertendo o o microtubo e centrifugou-se durante 15 min RT a 
13000rpm. Rejeitou-se o sobrenadante e lavou-se o precipitado em 100ul de etanol a 70%, 
deixando-se secar ao ar. Ressuspendeu-se o precipitado em 150ul de TE e guardou-se a -20ºC.  
 
2.1.2 PCR inverso 
O protocolo de PCR inverso foi realizado de acordo com o descrito no website de BDGP 
(http://www.fruitfly.org/about/methods/inverse.pcr). 
 
Nome Sequência (5´? 3´) 
pBac 5F1 GAC GCA TGA TTA TCT TTT ACG TGA C 
pBac 5R1 TGA CAC TTA CCG CAT TGA CA 
Plac1 CAC CCA AGG CTC TGC TCC CAC AAT 
Plac4 ACT GTG CGT TAG GTC CTG TTC ATT GTT 
Pwht1 GTA ACG CTA ATC ACT CCG AAC AGG TCA CA 
 
Tabela 2.1: Iniciadores utilizados neste trabalho 
 
2.2 Técnicas Citológicas 
As preparações de imunofluorescência foram observadas utilizando o TCS SP5 Laser 
Scanning Spectral Confocal Microscope (Leica) e processadas utilizando o software LAS AF. 
 
2.2.1 Imunofluorescência em embriões 
Os embriões (0-2h ou 4-6h) dos diferentes stocks foram recolhidos para uma rede, lavados em 
água e submersos em lixívia (Javisol), durante 1 min, até desfazer o córion. Depois de 
descorionados, os embriões foram fixos em formaldeído numa solução 80% de heptano, 17.5 
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% de PBS 1x e 2 % de formaldeído a 37%. Agitou-se a 75 rot/min durante 30 min. Removeu-
se a fase inferior de formaldeído e adicionaram-se 8 a 10 ml de metanol. Agitou-se 
vigorosamente durante 60 seg a 230 rot/min. Após a desvitelinização os embriões que se 
encontravam no fundo do frasco de cintilação foram transferidos para um microtubo de 1.5 
ml. Lavaram-se com metanol os embriões e guardaram-se a -20 ºC. 
Os embriões foram posteriormente re-hidratados em soluções metanol:PBT com 
concentrações decrescentes de metanol: 3:1, 1:1 e 1:3, durante 3 min em cada solução. A 
imunofluorescência foi realizada de acordo com o protocolo descrito em Fantes and Brooks, 
1993. Os embriões foram montados em Mowiol, selaram-se as lamelas com verniz.  
 
2.2.2 Esmagamento de cérebro – coloração do DNA com Orceína acética 
Os cérebros de larvas do terceiro estadio foram dissecados em NaCl 0,7% e fixos em ácido 
acético a 45%. Corou-se o DNA colocando uma gota de orceína acética durante 20 segundos. 
De seguida, transferiram-se os cérebros para uma gota de ácido acético a 65%, e transferiu-se 
novamente para uma gota de orceína acética. Aplicou-se uma lamela limpa sobre a lâmina e 
esmagou-se a preparação entre papel de filtro. Selou-se com verniz.  
No caso do tratamento com colchicina, os cérebros foram previamente incubados numa 
solução com colchicina (10-5M) em NaCl 0,7% (p/v) durante 1h.  
 
2.2.3 Imunoflourescência em cérebros in toto 
Os cérebros de larvas do terceiro estadio foram dissecados em NaCl 0,7% e fixos em 3,7% de 
formaldeído em PBS durante 30min. Procedeu-se ao bloqueio e permeabilização da amostra 
em PBS, 0.3% Triton X-100, 10% SFB durante 30 minutos. Os anticorpos primários (tabela 
2.2) foram incubados na mesma solução durante a noite a 4ºC em câmara húmida. Procedeu-
se então às lavagens 3´15min em PBS, 0.3% Triton X-100. A incubação dos anticorpos 
secundários foi feita em PBS, 0.3% Triton X-100, 10% SFB à TA durante 4horas. Após as 
lavagens 3´15min em PBS, 0.3% Triton X-100, o DNA foi corado com o corante apropriado 
(tabela 2.4), lavou-se uma vez em PBS e montaram-se os cérebros numa lamela com Mowiol, 
e com as zonas de elevada actividade mitótica dos cérebros direccionadas para a lamela. 
Aplicou-se uma lâmina tentando perturbar o menos possível os cérebros. Selou-se a 
preparação com verniz das unhas. 
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Antigénio Anticorpo primário/Referência 
a-tubulina YL1/2 (Harlan Sera-Lab) 
g-tubulina GTU-88 (Sigma) 
Fosfo-histona H3 Upstate 
Tabela 2.2: Anticorpos primários utilizados neste trabalho. 
 
Antigénio Animal hosp Fluóforo Referência 
ratazana cabra Alexa-488 Molecular probes 
ratazana cabra Alexa-594 Molecular probes 
ratinho cabra Alexa-488 Molecular probes 
ratinho cabra Alexa-594 Molecular probes 
ratinho cabra Cy5 Jackson 
coelho cabra Cy5 Jackson 
Tabela 2.3: Anticorpos secundários utilizados neste trabalho. 
 
Nome Referência Concentração 
Iodeto propídeo Molecular probes 1µg/ml 
Toto-3 Molecular probes 1µM 
Orceína acética  2% (p/ v) 
Tabela 2.4: Corantes de DNA utilizados neste trabalho. 
 
2.3 Técnicas em Drosophila melanogaster 
2.3.1 Manutenção das linhas de Drosophila utilizadas 
As linhas de Drosophila foram mantidas em meio à base farinha de milho, levedura de 
cerveja, glucose, agar e água, com Nipagin-N para reduzir as contaminações fúngicas. As 
moscas foram mantidas em tubos ou garrafas plásticas seladas com algodão a 18ºC ou 25ºC, 
de acordo com o pretendido. Todas as técnicas de manipulação das moscas foram realizadas 
de acordo com o descrito em Greenspan (1997). 
 
2.3.2 Linhas de Drosophila utilizadas neste trabalho 
Cromossomas balanceadores e marcas fenotípicas utilizados neste trabalho encontram-se 
descritos em Lindsley and Zimm (1992) ou em http://www.flybase.bio.indiana.edu. Uma lista 
das linhas utilizadas mais relevantes é descrita na tabela 2.5. 
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Linha Genótipo Referência 
OR Oregon-R R.Gomes, Univ Lisboa 
MKRS w1118; If /CyO ; MKRS/TM6B D. Glover, Univ Cambridge 
TM6C/Apxa yw1118; ApXa/TM6C D. Glover, Univ Cambridge 
14099 y1 w67c23; P{SUPor-P}KG04509 BDSC 
14432 y1; P{SUPor-P}KG03847/CyO; ry506 BDSC 
19993 
y1 w67c23; 
P{EPgy2}Rab2EY02998/CyO 
 
BDSC 
13044 y1 w67c23; P{SUPor-P}Mob1KG00128 ry506 BDSC 
14277 y1 w67c23; P{SUPor-P}Mob1KG05765 ry506 BDSC 
15288 y1 w67c23; P{EPgy2}EY00392 BDSC 
1161 Y,  P{EP(3)1161} Szeged 
3175 Y,  P{EP(3)3175} Szeged 
3335 Y,  P{EP(3)3335} Szeged 
c02699 PBac{PB}Rab2c02699 Harvard 
Actin / 
TM6B 
y1 w*; P{Act5C-
GAL4}17bFO1/TM6B, Tb1 
A. Jacinto, IMM Univ Lisboa 
Mob14 y1 w67c23; D P{SUPor-
P}KG04509 Wainman, 2004 
3367 Df(2R)42 BDSC 
Df(2R)39 Delecção de mob1 e Rab2 Wainman, 2004 
Df(3L)Lxd15 Df(3L)Lxd15 BDSC 
1GC1 w ; P (w+ dmob1 YFP - UAS) Wainman, 2004 
BDSC – Bloomington Drosophila Stock Center. 
Tabela 2.5: Principais linhas de Drosophila utilizadas neste trabalho e respectivas proveniências. 
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3. Resultados 
 
3.1 As proteínas tipo Mob1 em Drosophila melanogaster 
No genoma de Drosophila melanogaster, existem quarto genes homólogos ao gene 
Mob1. As quatro proteínas previstas na base de dados de Drosophila, a Flybase, estão 
denominadas como CG13852, CG4946, CG11711 e CG3403, e serão neste trabalho 
designadas como DMob4, DMob3, DMob2 e DMob1, respectivamente.  
Os cDNAs correspondentes a DMob1, DMob2 e DMob3 (Gnadt, 1999) e a DMob4 
(Lima, 2000) foram anteriormente clonados no nosso laboratório. 
 
3.2 Dmob1 
3.2.1 Caracterização de alelos para o gene mob1 
O objectivo deste trabalho era a caracterização do gene Dmob1. Para tal, obtivemos 
da colecção Bloomington 3 alelos (14099, 14432 e 19993 designados como mob11, 
mob12 e mob13 respectivamente) correspondentes a inserções de elementos P na região 
genómica de mob1. Todas as inserções foram confirmadas através de PCR inverso. 
Em trabalho anterior (Wainman) obteve-se um quarto alelo (mob14) a partir da 
excisão imprecisa do alelo mob11 (Figura 3.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1: Representação esquemática de Dmob1. O gene Dmob1 está localizado na região 42C do braço direito do 
cromossoma 2. As inserções de elementos P encontram-se representadas por triângulos. 
 
De forma a caracterizar os alelos, realizaram-se testes de viabilidade e fertilidade, 
estando os resultados sumarizados na tabela 3.1. 
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Tabela 3.1: Viabilidade e fertilidade dos alelos associados ao gene mob1 
 
Como se verifica, mob13 e mob14 apresentam uma viabilidade reduzida, sendo os 
restantes alelos 100% viáveis e férteis e podem ser mantidos como stocks 
homozigóticos.  
De maneira a comprovar que o fenótipo observado nos alelos mob13 e mob14 se 
devem à inserção do elemento P (no caso de mob13) ou à delecção (no caso de mob14), 
realizaram-se testes de complementação com cromossomas contendo delecções para a 
região genómica de mob1. Cruzaram-se os alelos mob13 e mob14 com as delecções 
Df(2R)42 e Df(2R)39, sendo que em nenhum cruzamento se observou complementação 
e todos os indivíduos hemizigóticos são inviáveis. Estes resultados reforçam a 
conclusão de que o fenótipo de fraca viabilidade é causado pela inserção, considerando 
que não existem outras mutações perto das inserções e dentro das regiões abrangidas 
pelas delecções. 
Uma vez que a região do gene mob1 que poderia estar afectada nos dois alelos se 
encontra muito próxima da região promotora do gene adjacente, rab2, (254pb), 
investigou-se se a letalidade era devido ao gene mob1 estar afectado, ao gene rab2 ou 
devido aos dois genes. Para tal, obtivémos um alelo do gene rab2 (c02699, Harvard) que 
designámos de rab21, e que verificámos ser 100% letal na fase embrionária. Este alelo 
apresenta muito baixa probabilidade de afectar o gene mob1 uma vez que se encontra a 
946pb de distância de mob1. Realizaram-se cruzamentos complementares entre os três 
alelos e o resultado foi o seguinte: 
mob13 x mob14 – não se complementam 
Rab21 x mob13 – não se complementam 
Rab21 x mob14 – complementam-se 
Assim, baseado nestes resultados, podemos concluir que o alelo mob13 afecta ambos 
os genes, mob1 e rab2, e que o alelo mob14 não parece afectar rab2, sendo deste modo 
as restantes experiências realizadas com o alelo mob14. 
Fertilidade (%) 
Alelos 
Letalidade 
embrionária (%) 
% Adultos que 
eclodem Fêmeas Machos 
Mob11 3,5 95 100 100 
Mob12 5 93 100 100 
Mob13 70 30 100 100 
Mob14 99,6 0,4 100 0 
OregonR 4 95 100 100 
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3.2.2 O alelo mob14 
 Em trabalho anterior, realizou-se um western blot de forma a averiguar se o alelo 
mob14 seria um nulo, como previsto, ou apenas um hipomorfo (Wainman,2004) (Fig. 
S1). O resultado do western blot confirma que a delecção existente no alelo mob14 baixa 
os níveis da proteína para um ponto não detectável por western, sendo assim o alelo um 
nulo ou um forte hipomorfo para o gene mob1. 
Os poucos adultos homozigóticos para mob14 são mais pequenos que os adultos 
selvagens e apresentam também os bristles mais curtos (Figura 3.2). 
 
          ?                 ?  
 
             Selvagem 
 
 
   Mob14 
 
 
Figura 3.2: Os adultos homozigóticos mob14 são menores que os adultos selvagens.  
 
No caso de ser apenas o gene mob1 o responsável pela letalidade observada neste 
alelo, a reintrodução do gene funcional deveria resgatar o fenótipo. Para tal, realizou-se 
a recombinação do alelo mob14 com moscas a expressar mob1-YFP, estando os passos 
da recombinação esquematizados na Figura S2. 
Uma vez que a recombinação resgatou o fenótipo de letalidade das moscas mob14, 
concluímos que mob1 era o gene afectado. 
 
3.3 Análise de fenótipo 
3.3.1 Os embriões mob14 (0-2h) apresentam defeitos na focagem dos microtúbulos ao 
nível dos pólos e deslocalização dos centrossomas 
Tal como referido anteriormente, o alelo mob14 apresenta 99,6% de letalidade na 
fase embrionária. De forma a determinar se a letalidade está associada a um problema 
mitótico, observámos embriões 0-2h. Na Figura 3.3 apresentam-se os resultados de 
imunofluorescência realizados, observados com diferentes objectivas.  
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Figura 3.3: Imunofluorescência em embriões. O DNA encontra-se marcado a verde, a a-tubulina a vermelho e a azul 
encontra-se a g-tubulina. As imagens foram adquiridas com uma objectiva de20x (Painel superior) e 63x (Painel 
inferior). As setas indicam os microtúbulos não focados nos pólos e os triângulos ios centrossomas deslocalizados. 
Barra de escala 20 mm. 
 
Os embriões homozigóticos mob14, quando analisados com uma baixa ampliação, 
apresentam uma morfologia normal, sendo um síncicio com a mesma aparência de um 
embrião selvagem. No entanto, quando observamos estes embriões em mais detalhe, 
constatamos que a grande maioria (90,56%) apresentam defeitos na focagem dos 
microtubulos a nível dos pólos e, em alguns casos, observou-se uma deslocalização dos 
centrossomas em relação ao fuso mitótico.  
 
3.3.2 Os embriões mob14 (4-6h) não apresentam defeitos mitóticos quando 
comparados com embriões selvagens 
Apesar do fenótipo observado em embriões com 0-2h ser penetrante, estes 
continuam o seu desenvolvimento até estadios mais avançados, pelo que se investigou 
se o problema da focagem dos microtúbulos e deslocalização de centrossomas se 
mantinha em embriões num estadio de desenvolvimento mais avançado (4-6h).  
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Figura 3.4: Imunofluorescência em embrões 4-6h. O DNA encontra-se a azul, a a-tubulina a verde e a azul 
encontra-se a g-tubulina. A) Morfologia geral dos embriões (20x); B) Detalhe das figuras mitóticas observadas (63x) 
Barra de escala 20mm 
 
Tal como observado na Figura 3.4, e ao contrário do esperado, os embriões 
homozigóticos mob14 com 4-6h, não apresentam qualquer defeito evidente quer na 
morfologia geral (fig 3.4 A), quer nas figuras mitóticas observadas (fig 3.4 B).  
Em Drosophila, todos os núcleos do embrião sincicial dividem-se sincronamente 
nos primeiros 13 ciclos mitóticos. Com a celularização, que ocorre no 14º ciclo 
mitótico, a sincronia desaparece e aparecem no embrião domínios mitóticos (Foe, 
1988). Estes são aglomerados de células que continuam a dividir-se sincronamente. 
Cada domínio ocupa uma posição específica no embrião, sendo que estes domínios são 
constantes de embrião para embrião e aparecem sempre na mesma janela temporal. 
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Tendo esta definição presente, averiguou-se se o problema dos embriões tardios se 
encontrava não nas figuras mitóticas em si mesmo mas na distribuição dos domínios 
mitóticos. Para tal, marcámos o embrião com um anticorpo anti-fosfo-histona H3, que 
marca os cromossomas das células em mitose.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.5: Domínios mitóticos de embriões 4-6h. A azul encontra-se a Fosfo-Histona H3 e a vermelho a a-tubulina.  
 
A Figura 3.5 mostra que a distribuição dos domínios mitóticos em embriões mob14 
é semelhante à observada em embriões selvagens, não sendo, por isso, esta a causa da 
letalidade do mutante 
Por fim, verificou-se que a maioria dos embriões homozigóticos desenvolve-se até 
ao estadio 15, 8h após a fertilização. Será necessário portanto observar embriões nesse 
estadio para uma caracterização mais precisa da causa da letalidade neste mutante. 
 
3.3.3 Os testículos do mutante mob14 apresentam defeitos ao nível da morfologia 
Para além da letalidade embrionária observada no mutante mob14, outra 
característica deste mutante é o facto de os poucos machos homozigóticos que chegam à 
fase adulta serem estéreis. Como tal, os mutantes poderão apresentar algum defeito na 
espermatogénese que explique este fenótipo.  
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Durante a espermatogénese em Drosophila, uma célula germinal passa por quatro 
divisões mitóticas e duas divisões meióticas. A citocinese durante este processo é 
incompleta, resultando num cisto com 64 espermatídios. Depois da segunda divisão 
meiótica, as mitocôndrias de cada espermatídio juntam-se, formando um agregado 
designado de Nebenkern. Esta estrutura é característica do “onion-stage”. O tamanho e 
número de Nebenkern relativamente ao núcleo, em cada espermatídio, pode ser 
indicativo de problemas de segregação ou de citocinese (Sunkel and Glover, 1988; 
Barbosa et al., 2003). A diferenciação ocorre a seguir ao “onion-stage”, com a 
elongação dos espermatídios e a formação de espermatócitos maduros (Figura 3.6). 
 
 
Figura 3.6: Esquema representativo da espermatogénese em Drosophila 
 
De forma a analisar se os machos apresentavam defeitos na espermatogénese, 
analisou-se testículos dos adultos homozigóticos por microscopia de contraste de fase. 
Quando utilizamos uma baixa ampliação, observamos três fenótipos: 30% dos pares de 
testículos analisados são assimétricos, 23% têm um tamanho claramente menor que os 
testículos selvagens e finalmente, em 8% dos testículos mutantes as caudas dos 
espermatídios estão a começar numa zona muito próxima dos espermatócitos primários, 
o que não se verifica no selvagem (Figura 3.7 A). No caso dos testículos assimétricos, 
verificou-se que, enquanto um deles apresentava um tamanho normal mas com as 
células totalmente desorganizadas, outro era menor mas com uma estrutura organizada. 
Para além disso, ao dissecar as moscas, observou-se que 13% apresentavam 3 testículos, 
sendo que dois tinham a mesma morfologia dos testículos assimétricos e o terceiro era 
uma massa desorganizada de células.  
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Se observarmos em detalhe, confirmamos que alguns testículos apresentam uma 
estrutura completamente desorganizada e verificamos ainda que em alguns casos 
existem muito poucos espermatócitos primários enquanto que outros parecem ter muito 
poucas células em geral (Figura 3.7 B).  
É também visível em 67% dos testículos analisados células com dois núcleos e um 
Nebenkern com o dobro do tamanho, o que indica falhas na citocinese (Figura 3.7 C). 
 
 Figura 3.7: Testículos observados por microscopia de contraste de fase. A)A uma ampliação de 10x são visíveis 
vários defeitos a nível do tamanho e simetria dos testículos mutantes em relação aos selvagem; B) A ampliação 40x 
revela defeitos a nível da organização e número de células dentro dos testículos;  C) Detalhe observado com a 
ampliação de 40x que revela falhas na citocinese. Barra de escala 30mm 
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3.4 Dmob2 
3.4.1 Caracterização de alelos para o gene mob1 
Obtivemos da colecção Bloomington 6 alelos (13044, 14277, 15288, 1161, 3175 e 
3335 aqui designados como mob21, mob22, mob23, mob24, mob25 e mob26 
respectivamente) correspondentes a inserções de elementos P na região genómica de 
mob2 (Figura 3.8). Todas as inserções foram confirmadas através de PCR inverso, à 
semelhança dos alelos de mob1. 
 
Figura 3.8: Representação esquemática de Dmob2. O gene Dmob2 tem quatro transcritos diferentes e está localizado 
na região 68C do braço esquerdo do cromossoma 3. As inserções de elementos P encontram-se representadas por 
triângulos. Barra de escala 10kb. 
 
A caracterização dos seis alelos em relação à viabilidade encontra-se resumida na 
Tabela 3.2. 
Alelos 
Letalidade 
embrionária (%) 
% Adultos que 
eclodem 
Mob21 70 30 
Mob22 5 93 
Mob23 4 95 
Mob24 2 97 
Mob25 3 0 
Mob26 5 0 
OregonR 4 95 
Tabela 3.2: Viabilidade e fertilidade dos alelos associados ao gene mob2 
 
Os alelos mob22, mob23 e mob24 não apresentam fenótipo a nível da viabilidade, 
podendo ser mantidos como stocks homozigóticos. Por outro lado, o alelo mob21 é 
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semi-letal na fase embrionária, sendo que apenas 30% dos embriões homozigóticos 
eclodem. Tanto o alelo mob25 como o alelo mob26 são 100% letais no terceiro estadio 
larvar ou início do estadio de pupa. 
Tal como anteriormente referido no gene mob1, para associar o fenótipo observado 
à inserção do elemento P, realizaram-se testes de complementação com estes três alelos, 
desta vez com delecções para a região genómica de mob2. Uma vez que tanto o alelo 
mob21 como o alelo mob26 complementaram estas delecções, concluímos que a 
letalidade nestes alelos estava a ser causada por uma outra mutação fora da região 
genómica de mob2. O alelo mob25 não complementou as delecções, pelo que a 
letalidade neste alelo é devido a uma mutação na região genómica de mob2. De modo a 
confirmar que era a inserção do elemento P e não uma outra mutação a causar o 
fenótipo observado, realizou-se a excisão precisa do elemento P, após a qual se 
observou o resgate do fenótipo selvagem. Assim, utilizou-se este alelo para realizar 
todas as experiências seguintes. 
 
3.5 Análise de fenótipo 
3.5.1 Os cérebros do mutante mob25 têm hemisférios menores e os discos imaginais 
estão ausentes ou muito atrofiados 
É possível a indivíduos homozigóticos para uma dada mutação sobreviver até uma 
fase tardia (larval ou pupa) do seu desenvolvimento com base em proteínas depositadas 
no oócito por fêmeas heterozigóticas, sendo muito provável que seja esta a situação do 
mutante mob25. Nestes casos, a mutação só se manifesta nos tecidos cuja divisão 
depende de proteínas do próprio indivíduo, como os neuroblastos e os discos imaginais 
das larvas (Glover, 1989,1990). 
Assim, analisou-se cérebros de larvas homozigóticas no terceiro estadio larvar e, tal 
como representado na Figura 3.9, estes apresentam os hemisférios menores, quando 
comparados com cérebros selvagens, e os discos imaginais, quando presentes são muito 
atrofiados. 
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Figura 3.9: Os cérebros mutantes (Painéis do lado esquerdo) apresentam um tamanho reduzido quando comparados 
com os cérebros selvagens (painéis do lado direito) 
 
3.5.2 O mutante mob25 apresenta um índice mitótico reduzido  
Para caracterizar o fenótipo mitótico associado ao mutante mob25, realizou-se o 
esmagamento de cérebros de larvas do terceiro estadio e determinou-se o índice 
mitótico. Este é calculado dividindo o número de células mitóticas pelo número de 
campos contados. Na Tabela 3.3 encontra-se o resultado das contagens efectuadas.  
 
Tabela 3.3: Índice Mitótico calculado em cérebros selvagens e em cérebros mutantes. Foram contados 5 cérebros no 
caso dos selvagens e 6 cérebros no caso do mutante. O mutante apresenta uma redução de 8,5x no índice mitótico em 
relação ao selvagem. 
 
Via de saída de mitose em Drosophila melanogaster: análise de mutantes nos genes tipo Mob 
 23 
Se
lv
ag
em
M
ob
25
Merge Fosfo-Histona H3
Se
lv
ag
em
M
ob
25
Como se pode observar, enquanto que os cérebros selvagens apresentam um índice 
mitótico de 3.89, os valores obtidos para os cérebros mutantes são muito inferiores, 
revelando uma diminuição de 8.5 vezes em relação ao índice mitótico dos cérebros 
selvagens. Esta diminuição de figuras em mitose é confirmada quando marcamos os 
cérebros com fosfo-histona-H3 e observamos uma redução no número de células em 
mitose (Figura 3.10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.10: Nos cérebros mutantes são visíveis menos células em mitose em comparação com os cérebros 
selvagens. A azul encontra-se a Fosfo-Histona H3, a vermelho o DNA e a verde a a-tubulina. 
 
3.5.3 Os mutantes mob25 apresentam um bloqueio em metafase 
Alterações ao nível do índice metafase/anafase (razão entre o número de metafases e 
o número de anafases) são uma indicação de existência de paragens em metáfase (índice 
superior ao selvagem) ou em anafase (índice inferior ao selvagem).  
Ao analisarmos a Tabela 3.4 verificamos que o índice metafase/anafase é três vezes 
superior no mutante em relação ao selvagem, indicando um bloqueio em metafase. De 
facto, são visíveis muito poucas figuras em anafase (2,5 por cérebro comparadas com as 
45 por cérebro observadas no selvagem). 
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Tabela 3.4: Razão Metafase/Anafase. A razão metafase/anafase calculada nos cérebros mutantes indica que estes 
estão a sofrer um bloqueio em metafase. 
 
Ao observarmos as figuras mitóticas através de imunofluorescência, verificamos que as 
metafases apresentam uma morfologia normal, enquanto que as poucas anafases 
existentes no cérebro mutante apresentam problemas na segregação dos cromatídeos 
(Figura 3.11 A). Este fenótipo de má segregação dos cromatideos-irmãos durante a 
anafase foi também observado em esmagamento de cérebros marcados com aceto- 
orceína (Figura 3.11 B) 
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Figura 3.11 (Legenda da figura da página anterior): Imunofluorescência em neuroblastos. A) A azul encontra-se a 
Fosfo-Histona H3, a vermelho encontra-se o DNA e a verde a a-tubulina. Ao comparar as metafases do mutante com 
as selvagens, estão não apresentam nenhuma diferença vísivel, no entanto, as poucas anafases observadas no mutante 
mostram problemas na segregação dos cromossomas; B) Marcação do DNA com aceto-orceína. São também visíveis 
problemas de segregação dos cromossomas. 
 
3.5.4 O ponto de controlo do fuso está activo nos mutantes mob25 
Os defeitos de segregação observados nas anafases poderiam ser devidos a um mau 
funcionamento do ponto de controlo do fuso, que não estaria a enviar um sinal correcto 
à célula para atrasar a entrada em anafase. De forma a testar esta hipótese, trataram-se 
cérebros com colchicina (agente despolimerizador de microtubulos que provoca a 
activação do ponto de controlo do fuso e, consequentemente, um aumento do número de 
células em mitose). Os resultados encontram-se no Gráfico 3.1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 3.1: Activação do ponto de controlo do fuso. Após o tratamento com colchinina dos cérebros, observa-se um 
aumento de 4,5x no índice mitótico do mutante em relação ao índice mitótico calculado em cérebros mutantes não 
sujeitos a tratamento. 
 
Uma vez que o índice mitótico no mutante aumentou 4,5 vezes após o tratamento 
com colchinina, quando comparado com cérebros mutantes não tratados, o problema 
observado em anafase não parece ser devido ao mau funcionamento do ponto de 
controlo do fuso. 
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4. Discussão e Conclusões 
 
O objectivo deste trabalho foi o de definir a função dos genes Dmob1 e Dmob2 e 
relacioná-los com os mecanismos que regulam os eventos finais da mitose num 
organismo eucariótico superior.  
Em Drosophila existem quatro genes homólogos ao gene MOB1 de S.cerevisiae. 
Este facto parece reflectir uma especialização de funções ao longo da evolução. Estarão 
os quatro Dmobs envolvidos no mesmo processo? Dmob4 foi anteriormente estudado no 
nosso laboratório (Domingues, 2005), e aparentemente não está envolvido em mitose, 
sendo os mutantes letais e as linhas mosaico desenvolvem tumores. As potenciais 
funções de Dmob1 e Dmob2 serão discutidas mais em detalhe nos pontos seguintes.  
 
4.1 Dmob1 
De todos os Mobs de Drosophila, a proteína DMob1 é aquela que apresenta menor 
similaridade de sequência com a Mob1 de levedura de gemulação.  
Neste estudo mostrou-se que Dmob1 é um gene essencial, uma vez que 99,6% dos 
mutantes homozigóticos morrem na fase embrionária. Provou-se que Dmob1 é o gene 
afectado no alelo mob14, ao inserir-se uma cópia funcional do gene que resgatou o 
fenótipo selvagem. 
De forma a determinar a causa de letalidade neste mutante observou-se embriões 
homozigóticos mob14. Os embriões 0-2h apresentam defeitos ao nível da focagem dos 
microtúbulos nos pólos e também deslocalização dos centrossomas, um fenótipo muito 
semelhante ao observado em mutantes Abnormal Spindle (Asp), uma proteína 
organizadora de microtúbulos. (Morales-Mulia and Scholey, 2005; do Carmo Avides 
and Glover, 1999; Saunders et al., 1997) No entanto, ao analisar-se embriões com 4-6h, 
não é visível nenhuma diferença em relação aos embriões selvagens, o que significa que 
o mutante consegue reverter o fenótipo observado às 0-2h, não sendo este a causa da 
letalidade. Na observação da distribuição dos domínios mitóticos no mutante, também 
não foram encontradas diferenças em relação aos embriões selvagens. 
 Os poucos machos homozigóticos que chegam a adulto (0,4%) são, por seu lado, 
estéreis. Esta observação levanta a possibilidade de que Dmob1 possa estar envolvido 
na espermatogénese. De facto, ao analisar-se os testículos de adultos mutantes 
homozigóticos para Dmob1, verificou-se que estes apresentam defeitos a nível 
morfológico, tais como distribuição desorganizada dos diferentes tipos de células ao 
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longo do testículo, diferente tamanho entre o par de testículos e ainda, em menor escala, 
falhas de citocinese.  
Poderá, então, especular-se uma possível função para Dmob1? 
Foi demonstrado que o homólogo de Dmob1 em humanos (a Phoceina), com 90% 
de identidade com Dmob1, se associa a membranas e co-localiza com o aparelho de 
Golgi. É sabido que a maquinaria de fusão de membranas é necessária para a citocinese. 
Para completar a citocinese, os “restos” do anel contráctil e do fuso central têm que ser 
desmontados e a membrana plasmática re-selada (revisto em Finger, 2002). Vários 
genes envolvidos em fusão de vesículas, tais como a sintaxin-5 (Xia, 2002), e do 
metabolismo dos lípidos, como o four way stop (Farkas, 2003) e o four wheel drive 
(Brill, 2000) apresentam defeitos em citocinese e diferenciação dos espermatídeos 
durante a espermatogénese em Drosophila. Dmob1 poderá então ter um papel na 
citocinese, não tendo sido este observado devido à marcação usada para analisar os 
embriões não o permitir. No entanto, o problema maioritário observado nos testículos 
dos mutantes Dmob1 é uma completa desorganização dos diferentes tipos de células e 
um tamanho muitas vezes menor que os testículos dos machos selvagens. Estará o 
problema destes machos relacionado com as mitoses iniciais que ocorrem nos 
testículos? Ou será um problema morfológico? 
Paralelamente, a “Phocein” foi originalmente isolada num rastreio de híbrido-duplo 
para proteínas que se ligam à Striatin. A Striatin é uma proteína neuronal que se localiza 
nas estruturas do Sistema Nervoso Central relacionadas com a actividade locomotora, e 
a diminuição dos níveis de Striatin em ratazana leva a uma diminuição da actividade 
locomotora (Bartoli, 1998). Mais tarde foi demonstrado que a “Phocein” e outros 
membros da família da Striatin (striatin, SG2NA e zinedin) são proteínas intracelulares 
maioritariamente expressas em neurónios do sistema nervoso central de mamíferos 
(Blondeau, 2003). Anteriormente, no nosso laboratório, mostrou-se que o transcrito de 
DMob1 se acumula especificamente no Sistema Nervoso Central de embriões do 
estadio 13 (Domingues, 2005). Neste trabalho, verificou-se que os embriões mutantes 
mob14 não conseguem passar o estadio 15 de desenvolvimento. Poderão estas 
observações estar relacionadas? Será Dmob1 necessário para o correcto 
desenvolvimento e funcionamento dos neurónios? A correlação observada entre a 
acumulação específica de Dmob1 no SNC e o estadio no qual os embriões morrem 
poderá revelar algumas pistas sobre o papel de Dmob1. 
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Será, no entanto, necessária uma caracterização mais aprofundada dos embriões 
mutantes, assim como dos testículos dos machos homozigóticos, de forma a definir a 
função de Dmob1 no organismo.  
 
4.2 Dmob2 
Está previsto que o gene DMob2 é capaz de originar quatro proteínas diferentes, 
originadas por splicing alternativo, que partilham em comum a região C-terminal. Neste 
estudo, entre outros, caracterizou-se o alelo mob25, e verificou-se que este apresenta 
100% de letalidade na transição do terceiro estadio larvar para pupa. O facto da excisão 
do elemento P reverter o fenótipo é uma forte indicação de que o gene afectado é 
Dmob2. No entanto, apenas com a inserção do gene mob2 funcional no mutante se 
poderá afirmar que este alelo é mutante para Dmob2. Os dados obtidos até ao momento 
permitem, contudo, arriscar afirmar que Dmob2 é um gene essencial em Drosophila.  
A análise dos cérebros mutantes demonstrou que estes apresentam um tamanho 
reduzido, típico de mutantes mitóticos. Ao calcular-se o índice metafase/anafase, 
verificou-se que este era muito superior no mutante (cerca de três vezes superior em 
relação ao selvagem), o que sugere que existe um bloqueio em metafase. As poucas 
anafases observadas apresentam defeitos na segregação dos cromossomas, 
provavelmente um efeito secndário do bloqueio em metafase observado. Dmob2 parece 
então ter um papel na transição metafase/anafase. O facto do ponto de controlo do fuso 
estar activo confirma este facto. Qual será então o papel de dmob2? Será interessante no 
futuro criar uma linha de moscas mutantes duplo para Dmob2 e em que o ponto de 
controlo está inactivo. Nesta situação será que as células ultrapassam o bloqueio em 
metafase observado no mutante para Dmob2?  
Sabe-se que os cromatídeos-irmãos têm que permanecer associados após a 
replicação do DNA para que possam ser reconhecidos e orientados no fuso mitótico 
durante a prometafase. No entanto, após estarem correctamente posicionados, a coesão 
necessita de ser resolvida para que os cromatídeos-irmãos possam ser segregados para 
pólos opostos da célula durante a anafase. Grande parte do conhecimento sobre como a 
coesão dos cromatídeos-irmãos é estabelecida durante a fase S, mantida até ao final da 
metafase e resolvida durante a anafase, foi obtido em levedura. (for recent reviews, see 
Dej and Orr-Weaver 2000; Hirano 2000; Koshland and Guacci 2000; Nasmyth et al. 
2000; Yanagida 2000). 
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Em S.cerevisiae, o complexo proteico da coesina é montado na cromatina durante a 
fase S e é necessário para manter os cromatídeos-irmãos juntos até ao final da metafase 
(Guacci et al. 1997; Michaelis et al. 1997; Uhlmann and Nasmyth 1998; Skibbens et al. 
1999; Uhlmann et al. 2000), altura em que a subunidade Scc1/Mcd1p do complexo da 
coesina é clivada proteoliticamente, permitindo a separação dos cromatídeos-irmãos. A 
protease Esp1p, responsável pela clivagem de Scc1, é mantida inactiva até à metafase 
por uma subunidade inibitória, Pds1p. A correcta activação de Esp1p no início da 
anafase resulta na degradação de Pds1p pelo APC/C (Ciosk et al. 1998). 
Uma vez que o mutante Dmob2 apresenta defeitos ao nível da transição metafase-
anafase, uma hipótese será pensar que o processo de separação dos cromatídeos-irmãos 
estará afectado. Dmob2 poderá ser um componente do complexo da coesina, necessário 
para a sua clivagem. Ou será Dmob2 necessário para a degradação de Pds1p? Dmob2 
poderá ainda actuar como activador do APC/C. Todas estas hipóteses poderão explicar 
o bloqueio em metafase e os defeitos de segregação observados em anafase. Outro facto 
interessante é a semelhança de fenótipo entre o mutante Dmob2 e o mutante do 
homólogo de Esp1p em Drosophila, SSE (ref. Hubert Jäger, Alf Herzig, Christian F. 
Lehner and Stefan Heidmann).  
Outra hipósese poderá ser pensar que Dmob2 estará a afectar, não a resolução dos 
cromatídeos-irmãos em si, mas sim a sua separação física, através dos microtúbulos. 
Será interessante fazer estudos em proteínas associadas a microtúbulos, como a dineína 
ou spindly(Eric R. Griffi s, Nico Stuurman and Ronald D. Vale), num fundo genético 
mutante para Dmob2, de forma a investigar se a localização e funcionamento destas 
proteínas está afectada. 
 Contudo, a principal observação é a de que o mutante Dmob2 apresenta um índice 
mitótico reduzido (cerca de 8 vezes menor que o selvagem). Este facto parece 
contradizer um pouco os resultados anteriores, na medida em que ao existir um bloqueio 
em metafase, seria de esperar que existissem muitas células em mitose, o que não se 
verifica.  
Neste ponto do trabalho, os resultados parecem sugerir então que o principal 
problema do mutante Dmob2 é um bloqueio antes da entrada em mitose. O que estará a 
causar este bloqueio? E em que fase está a ocorrer o bloqueio? Estarão as células a 
morrer? O mutante Dmob2 poderá apresentar defeitos na replicação dos cromossomas e, 
neste caso, o ponto de controlo de danos no DNA será activado e as células ficariam 
bloqueadas em G2.  
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Os pontos de controlo de danos no DNA e de replicação utilizam moléculas 
sensoras que monitorizam a integridade do DNA, e estruturas aberrantes (resultantes da 
replicação inibida ou incompleta). Por outro lado, a apoptose induzida por danos no 
DNA mata activamente as células. As respostas de pontos de controlo e a morte celular 
representam como tal, estratégias distintas para a manutenção da integridade genómica 
de um organismo, e apresentam-se como hipóteses para o baixo índice mitótico 
observado no mutante Dmob2. Será importante, de futuro, determinar a fase do ciclo 
celular em que está a ocorrer o bloqueio de forma a melhor poder definir a função de 
Dmob2.  
 
Neste trabalho, provou-se que Dmob1 e Dmob2 não são redundantes ao nível 
funcional, uma vez que para cada uma das proteínas se descreveu um mutante letal. 
Podemos então afirmar que os quatro Dmobs não estão envolvidos nos mesmos 
processos, pois pelo menos três dos genes apresentam fenótipos distintos. Em relação a 
Dmob3 será necessário criar uma linha mutante, uma vez que não existem inserções de 
elementos P neste gene. Será, portanto, de interesse verificar se todos os mobs de 
Drosophila são activadores de cinases, tal como o MOB1 de S.cerevisiae, e, em caso 
afirmativo, se todos eles activam as mesmas cinases ou se têm alvos diferentes. Num 
trabalho futuro, investigar os interactuantes das proteínas Dmob poderá abrir novos 
caminhos para definir a função destas proteínas.  
Por fim, ao iniciar este trabalho tínhamos como objectivo identificar uma possível 
via de saída de mitose em eucariotas superiores. É curioso verificar que no final, 
identificámos pelo menos um gene, Dmob2, que parece ser necessário não para a saída 
mas sim para a entrada em mitose.  
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Tabela S1: Homologia dos componentes da via MEN e SIN em organismos eucariotas superiores 
 
 
 
 
Produto 
Proteico S.cerevisiae S.pombe C.elegans 
Drosophila 
melanogaster Humanos 
Pequena 
GTPase TEM1 spg1 ? ? ? 
GAP BUB2 BFA1 
cdc16 
byr4 ? CG4041 GAPCenA 
GEF LTE1 ? ? ? ? 
Cinase CDC15 cdc7 ? Hippo MST2 
Activador 
de cinase MOB1 mob1 
At least 6 
homologues 
Dmob1 
Dmob2 
Dmob3 
Dmob4 
Hsmob1 
Hsmob2 
Hsmob3 (A,B and C) 
Hsmob4 (A and B) 
Cinase DBF2/20 sid2 Sax-1 Trc/Ndr Wts/Lats 
NDR1& 2 
Lats1& 2 
Rock, 
Citron 
Cinase ? sid1 T19A5.2 CG5169 ? 
Fosfatase CDC14 Clp1/Flp1 C17G10.4 cdc14 Hs Cdc14A & B 
Proteína 
âncora NUD1 
Cdc11 
sid4 ? ? Centriolin 
Cinase CDC5 plo1 Plc1,2& 3 polo Plk1,2,3& 4 
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Figura S1: Western Blot que confirma que o alelo mob14 é um alelo nulo para Dmob1.  
Western Blot para a proteína Dmob1 em extractos de cérebros de larvas. Como controlo interno foi usada 
a Actina. As massas moleculares, em KDa, estão representadas à esquerda. 
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Material e métodos suplementares 
 
Purificação de DNA plasmídico 
O DNA plasmídico foi purificado a partir de 2-5ml de uma cultura bacteriana crescida 
O/N a 37ºC com agitação forte, utilizando o QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), de 
acordo com as indicações do fabricante.  
 
Extracção do DNA do gel 
A banda pretendida foi cortada do gel com o auxílio de uma lâmina, tendo o DNA sido 
extraído com o kit QIAEX gel extraction Kit (Qiagen), de acordo com as indicações do 
fabricante. 
 
Transformação de células competentes 
Após o descongelamento gradual no gelo, 100µl de células competentes foram 
inoculadas com um volume máximo de 10µl de mistura de ligação e incubadas em gelo 
durante 20 min. Após um choque térmico de 37ºC durante 60 seg, as células foram 
arrefecidas em gelo durante 2 min, antes da adição de meio LB. As células foram de 
seguida incubadas a 37ºC durante 30 min e plaqueadas em placas de agar com o 
antibiótico adequado. 
 
Sequenciação do DNA  
O DNA foi sequenciado utilizando o BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready 
Reaction Kit (Applied Biosystems), de acordo com as indicações do fabricante. Reacção 
de amplificação utilizada: 1 min a 96ºC, seguidos de vinte e cinco ciclos de 10 seg a 
96ºC, 5 seg a 50ºC e 4 min a 60ºC. As misturas de sequenciação foram precipitadas com 
etanol através da adição de 2,5 volumes de EtoH absoluto e 1/10 do volume de Acetato 
de Sódio 3M, seguida de incubação à temperatura ambiente durante 30 min. O DNA foi 
centrifugado à velocidade máxima durante 30 min e lavado com EtoH a 70%, com uma 
centrifugação à velocidade máxima por 15 min. O precipitado secou ao ar, ressuspendo-
se depois o DNA em 15µl de formamida, seguido de desnaturação das cadeias 5min a 
95ºC e 5min a 4ºC e corrido em gel para a sequenciação automática das amostras num 
sequenciador 3130xl Genetic Analyzer. A sequência foi analisada utilizando o programa 
Sequencing Analysis 5.2.  
